噬血细胞性淋巴组织细胞增生症（hemophagocytic lymphohistiocytosis, HLH），也称噬血细胞综合征（hemophagocytic syndromes，HPS）。目前认为HLH主要的发病机制是由于细胞毒T淋巴细胞（CTL）/NK细胞功能低下，不能及时有效地清除病毒或其他抗原而持续刺激和活化免疫细胞，导致淋巴细胞和组织细胞增殖并大量释放多种细胞因子（即细胞因子风暴），引起多器官高炎症反应和组织损伤[@b1]--[@b3]。HLH按病因可分为原发和继发，其中原发性HLH包括家族性HLH(FHL）和免疫缺陷综合征相关性HLH；继发性HLH常继发于病毒、原虫、真菌、细菌、自身免疫性疾病、恶性肿瘤等。

目前国际上统一将FHL分为5种亚型，对FHL1型的研究尚未明确相关的致病基因，其余4型相关基因分别为穿孔素1（PRF1）、UNC13D、STX11和STXBP2基因，都与CTL/NK细胞"PRF/颗粒酶（Grz）-细胞死亡途径"中蛋白的表达密切相关[@b4]--[@b6]。在本研究中我们对携带PRF1基因突变型的HLH患儿及其家系进行CTL/NK细胞PRF和GrzB表达水平检测，旨在初步探讨PRF1基因突变与患儿免疫细胞功能和临床表现的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：病例为2008年2月至2015年10月在我院诊治的8例HLH患儿，男6例，女2例，中位年龄6岁9个月（3岁\~9岁10个月），诊断依据为国际组织细胞病协会修订的《HLH-2004诊断及治疗指南》标准[@b7]。5例患儿（例1\~5）的父母和同胞也纳入研究。以30名来自门诊体检的正常健康儿童为对照，中位年龄7(6\~10）岁，男女各15名。研究获得监护人知情同意。

2．基因组DNA制备：取被研究者外周静脉血3\~4 ml, EDTA抗凝。采用血液基因组DNA提取试剂盒\[天根生化科技（北京）有限公司产品\]提取DNA，严格按试剂盒说明书进行操作。

3．PCR扩增及DNA测序：对相关的8个致病基因（PRF1、Unc13D、STX11、STXBP2、RAB27A、LYST、SH2D1A、BIRC4）进行扩增，将获得的PCR扩增产物送上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序（ABI 3730 DNA测序仪，美国ABI公司产品），测序结果通过美国国家生物技术信息中心（NCBI）基因库BLAST软件进行在线比对寻找突变位点。若发现有突变位点，则在NCBI多态性数据库中查询是否为已报道的基因多态性位点。

4．流式细胞术检测PRF和GrzB表达水平：采集被研究者外周静脉血2 ml，置于EDTA抗凝管中（12 h内处理），采用人外周血淋巴细胞分离液分离单个核细胞（PBMNC），加入以下表面抗体进行染色：anti-CD3-PerCP、anti-CD8-FITC、anti-CD56-APC (CD3^+^CD8^+^CTL细胞、CD3^−^CD56^+^NK细胞）。常规固定、破膜、洗涤后加入PE标记的PRF或GrzB抗体或其相应的同型抗体，室温下避光孵育1 h后洗涤，24 h内上流式细胞仪（美国BD公司FACS CANTO II产品）进行分析。以上所用抗体均为美国BD Biosciences公司产品。以PRF或GrzB阳性细胞率表示PRF或GrzB水平。

5．NK细胞毒性试验：同上分离PBMNC。实验分组：①实验组：每孔加入适量CFSE标记的靶细胞和效应细胞（PBMNC），效靶比约10∶1。②靶细胞自然死亡对照组：不加PBMNC只加CFSE标记的靶细胞。③空白对照组：加PBMNC和未标记CFSE的靶细胞，效靶比约10∶1。实验在24孔板内进行，每孔加入适量RPMI 1640培养液轻轻混匀，将24孔板放入37 °C、5%CO~2~培养箱孵育6 h。每组设3个复孔，实验重复3次。反应结束后，将每个孔的细胞悬液分别收集到流式细胞管中，常规洗涤、重悬；除空白对照管外，其余各管均加100 µg/ml碘化丙锭30 µl，避光孵育30 min后上流式细胞仪进行分析。CFSE阳性的为靶细胞，被杀伤的靶细胞表现为CFSE/PI双阳性，检测双阳性细胞占靶细胞的比例可反映NK细胞毒性（即NK细胞活性）。

结果 {#s2}
====

1．HLH患儿临床特征：8例患儿中，均存在持续发热\>1周、肝大、血清铁蛋白≥500 µg/L；7例脾大和骨髓象中出现噬血现象；6例血清三酰甘油≥3.0 mmol/L、血细胞三系减少和NK细胞活性\<6.0%；4例纤维蛋白原≤1.5 g/L；2例血细胞两系减少。例6、8有EB病毒感染，其余无巨细胞病毒、EB病毒等感染。

2．基因测序：测序发现实验组有3例患儿及其部分家人存在PRF1外显子编码区杂合错义突变，其中3个为杂合错义突变c.10C\>T（rs12161733）、c.98G\>A（rs531407289）和c.148G\>C（rs776299562），2个同义突变c.822C\>T（rs885821）和c.900C\>T（rs885822），另外发现1个新的突变位点c.1465 A\>T（R489W），除c.822C\>T（rs885821）和c.900C\>T（rs885822）外均导致相应氨基酸改变（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。例1及其父、兄存在复合杂合错义突变R4C（rs12161733）和R33H（rs531407289）；例2及其母、弟存在杂合错义突变V50L(rs776299562）；例3为杂合错义突变R489W（其父不存在R489W，其母未参与检测，推测其突变来自母亲）。结合PRF蛋白理论的功能结构域分析，发现R4C（rs12161733）位于PRF信号肽部位，R489W突变位于C2结构域（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。为了排除多态性，用同样的方法对30名正常健康儿童进行等位基因测序分析，未发现有上述改变。

![A、B、C分别为例1、2、3的穿孔素1基因第2、3外显子测序结果（箭头所示为突变位点）](cjh-37-03-227-g001){#figure1}

![穿孔素1基因外显子编码区杂合错义突变Arg4Cys（rs12161733）、Arg33His（rs531407289）、Val 50Leu（rs776299562）和Arg489Trp突变位点示意图（水平条图表示穿孔素蛋白理论的功能结构域，左端黑色区域为第1\~21位氨基酸，代表信号肽，右端黑色区域为C-末端肽）\
MACPRF：膜攻击复合体/穿孔素结构域；EGF：表皮生长因子结构域；C2：蛋白激酶C保守区2](cjh-37-03-227-g002){#figure2}

3．流式细胞术检测PRF和GrzB表达水平：例1及其父、兄存在c. 10C\>T（rs12161733）和c.98G\>A(rs531407289）突变，例2及其母、弟存在c.148G\>C(rs776299562）突变，上述者外周血CD8^+^T细胞和NK细胞PRF表达水平明显低于正常组参考值范围；例3存在c.1465A\>T（R489W）突变，但其PRF表达水平与正常儿童相比未见明显减少（[表1](#t01){ref-type="table"}）。PRF1有义突变患者及其家人的GrzB表达水平与正常组以及无PRF1突变的患者相比差异无统计学意义（CD8^+^T细胞：*t*=13，*P*\>0.05；NK细胞：*t*=11，*P*\> 0.05）。将对照组30名健康儿童GrzB水平进行统计学分析，计算出CD8^+^T细胞表达GrzB的正常参考值范围为15.40%\~34.20%，NK细胞表达GrzB的正常参考值范围为74.19%\~95.70%。有文献报道1\~15岁正常人外周血NK细胞表达GrzB的正常参考值范围为77%\~95%[@b8]。

###### 8例噬血细胞综合征患者及部分家系穿孔素1(PRF1）基因突变情况及PRF、颗粒酶B(GrzB）的表达

  例号     PRF1基因突变                              氨基酸改变    年龄(岁）   性别   CD8^+^T细胞      NK细胞                    
  -------- ----------------------------------------- ------------ ----------- ------ ------------- -------------- -------------- --------------
  1        10C\>T(rs12161733) 98G\>A(rs531407289)    R4C R33H          7        男         0            7.49          26.30          80.20
  1(兄）   10C\>T(rs12161733) 98G\>A(rs531407289)    R4C R33H         10        男         0           30.00          32.10          92.00
  1(姐）   无                                                         11        女       5.82          28.50          87.00          83.40
  1(父）   10C\>T (rs12161733) 98G\>A(rs531407289)   R4C R33H         33        男         0           45.60          28.30          91.00
  1(母）   无                                                         35        女       3.00          22.30          86.20          86.80
  2        148G\>C(rs776299562)                      V50L              6        男         0           29.00           8.69          84.80
  2(弟）   148G\>C(rs776299562)                      V50L              4        男         0           21.10          15.50          77.70
  2(父）   无                                                         26        男       7.50          32.00          88.00          79.10
  2(母）   148G\>C(rs776299562)                      V50L             25        女       1.48          34.60          24.10          88.70
  3        1465A\>T                                  R489W^a^          9        男       2.36          11.30          81.30          79.20
  3(父）   无                                                         41        男       9.54          44.50          91.40          92.70
  4        无                                                          7        男         0           43.70          35.70          75.60
  4(父）   无                                                         45        男       2.15          47.50          62.60          85.40
  4(母）   无                                                         44        女       3.47          45.40          73.70          88.40
  5        无                                                          8        男       2.10          15.10          84.60          73.50
  5(父）   无                                                         46        男       3.34          26.40          82.60          87.30
  5(母）   无                                                         39        女       7.37          41.00          86.00          82.20
  6        无                                                          5        男       2.30          20.60          80.20          90.50
  7        无                                                          3        女       6.81          39.50          70.50          64.80
  8        无                                                          3        男       12.30         36.90          75.00          64.70
                                                                                                                                 
  正常值                                                            1\~\<15           2.00\~11.00   20.00\~30.00   81.00\~91.00   77.00\~95.00
                                                                    15\~50            8.00\~28.00   20.00\~30.00   86.00\~98.00   77.00\~95.00

注：a：新发现的突变碱基

讨论 {#s3}
====

人类PRF1基因定位于10q21-22，包括3个外显子和2个内含子，仅第2和第3外显子参与编码蛋白，共编码555个氨基酸[@b5],[@b9]。PRF1基因编码PRF蛋白前体，N端的前21个氨基酸是信号肽，作用是引导核糖体合成的蛋白进入粗面内质网腔，随后在信号肽酶的作用下被切除[@b8]。PRF蛋白前体包含3个结构域：膜攻击复合体/PRF结构域（MACPRF）、表皮生长因子结构域（EGF）、蛋白激酶C保守区2 (C2）[@b9]--[@b11]。MACPRF约由300个氨基酸组成，位于蛋白序列中间，参与孔隙形成。C2结构域位于416\~519位氨基酸，而409\~521位氨基酸之间的蛋白质序列与蛋白激酶C的C2结构域具有同源性，该结构域已被证明是钙依赖性结合磷脂的部位[@b9]--[@b10],[@b12]。

1999年Stepp等[@b13]首次证实PRF1与FHL2有关。不同PRF1突变类型对CTL/NK细胞功能影响的程度不同，缺失型突变多导致移码突变和截短型PRF的表达，对功能影响较严重，患者多于1\~2岁发病；而点突变多影响较轻，且患者发病年龄较晚[@b8],[@b14]--[@b15]。

FHL发病率占每年新生儿的0.12/10万，亚洲地区发病率为0.342/10万，男女比例为1∶1[@b16]。目前已报道的PRF1突变约100种，均发生于编码区第2和第3外显子，突变率为18%\~50%[@b17]--[@b20]。最常见的突变位点为c.1122G\>A，可导致374位的色氨酸密码子突变成终止密码子，产生1个截短且无功能的PRF蛋白，该突变位点在土耳其HLH患者中发生率更高[@b21]。国内曾有研究报道S168N和T450M较为常见，rs885821和rs885822为最常见的SNP位点[@b22]--[@b24]。目前已有研究者报道了70多种PRF1基因突变类型（如665A\>G、50delT、1628insT、160C\>T、133G\>A、160C\>A、116C\>A、445G\>A等）可导致HLH患者外周血CD8^+^T/NK细胞PRF蛋白表达显著下降或缺乏[@b8],[@b17]。

在本研究中我们发现，例1及其父、兄均存在R4C（rs12161733）和R33H（rs531407289）两个突变位点，结合PRF蛋白理论的功能结构域分析，发现R4C（rs12161733）位于PRF信号肽部位，使该部位的信号肽从原来的碱性氨基末端变成了中间疏水序列（信号肽的主要功能区），从而很可能影响新合成的PRF进入内质网腔，进而阻止蛋白质运送到胞质内。而R33H(rs531407289）位于PRF蛋白催化活性部位，因此该部位的氨基酸改变可能会影响PRF的催化活性。流式细胞术检测发现例1及其父、兄PRF表达缺乏或显著下降，表明R4C（rs12161733）和（或）R33H(rs531407289）突变明显影响PRF蛋白的生成。例2及其母、弟存在V50L(rs776299562）突变，三者CD8^+^T/NK细胞PRF蛋白表达水平较正常人明显降低，表明V50L(rs776299562）突变可导致PRF蛋白生成减少。国外曾有文献报道V50M突变的HLH患者NK细胞仅少量表达PRF蛋白[@b18]。例1和例2均发热大于1周，体温高于39 °C，伴咳嗽，未合并其他疾病，EB病毒和巨细胞病毒阴性，可推测患儿受外界感染刺激后，体内免疫细胞被激活，而由于两例患儿PRF1基因存在突变，导致CD8^+^T/NK细胞表达PRF蛋白减少，稳定性下降，受损的PRF蛋白不能顺利的在靶细胞膜上形成孔道，导致GrzB不能进入靶细胞诱导靶细胞凋亡和渗透性溶解，从而引起淋巴细胞和组织细胞大量增殖，分泌大量细胞因子，导致发病。

例3存在的R489W突变位于C2结构域，但其CD8^+^ T细胞和NK细胞可正常表达PRF，表明此突变不影响PRF的合成和表达，可能影响PRF的功能。该患儿除了诊断为HLH，还合并有真菌性肺炎和少量胸腔积液，但EB病毒、巨细胞病毒及细菌检测阴性，考虑为真菌感染诱发患儿发病。

例4无PRF1有义突变，而其NK细胞PRF表达水平轻微下降。流式细胞术检测却发现其CD8^+^ T细胞不表达PRF，NK细胞仅少量表达PRF，与文献[@b8],[@b17],[@b25]报道PRF1有义突变的HLH患者PRF表达下降或缺乏相反，其原因仍不清楚，可能是调控基因转录的序列出现异常或者是翻译过程出现异常。

例7和例8的NK细胞表达PRF和GrzB轻度下降，可能与正在接受化疗，免疫细胞受到抑制有关。其余患儿及其家人无论是否有PRF1突变GrzB表达均正常或接近正常。与Brose等[@b12]报道的PRF1有义突变患者治疗后CD8^+^T/NK细胞GrzB表达高于正常水平不一致。也有文献报道，HLH患者治疗前NK细胞GrzB表达增高，治疗后表达下降至正常[@b26]。

除少数HLH病例外，FHL2患者发病时临床表现的轻重程度与基因突变类型（错义、无义及移码突变）无关[@b13],[@b18]--[@b19],[@b27]。在本研究中我们发现有无PRF1突变对患儿发病时临床表现的轻重程度无影响。国内外研究结果显示越来越多的PRF1基因突变类型与FHL患者发病有关[@b13],[@b28]--[@b29]，部分患者单纯化疗后可缓解，有些患者则病情反复，单纯化疗后不能缓解，最后死于多器官功能衰竭及感染，这类患者应尽早行造血干细胞移植[@b30]。

我们对PRF1基因R4C（rs12161733）突变曾有报道[@b31]，R33H（rs531407289）、V50L（rs776299562）和R489W在国内外文献均未见报道。HLH因起病急骤、病情凶险、易误诊为病毒感染或恶性肿瘤，而导致治疗无效，病死率高。因此探寻并完善HLH发病的遗传学背景与免疫细胞和临床表现的相关性，对避免误诊、漏诊及选择正确的治疗方案至关重要。
